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“Ao tomar qualquer decisão, o filtro 
mais importante que seu filho 
pode ter é a palavra de Deus.” 
(Susan Alexander Yates)  
 
 
“O homem se torna muitas vezes o que ele 
próprio acredita que é. Se insisto em repetir para  
mim mesmo que não posso fazer uma determinada coisa, 
 é possível que acabe me tornando realmente incapaz de fazê-la.  
Ao contrário, se tenho a convicção de que posso fazê-la,  
certamente adquirirei a capacidade de  
realizá-la, mesmo que não a tenha no começo.” 






A gastroenterite aguda é uma das patologias mais comuns em seres humanos. As 
crianças de 0 a 5 anos de idade são consideradas o público de maior propensão ao 
risco de morbidade e mortalidade nos países em desenvolvimento, incluindo o 
Brasil. Esta patologia não possui apenas um agente causal, mas sim diversos 
agentes etiológicos, tais como: vírus, bactérias e parasitas. No entanto, na grande 
maioria das vezes, o diagnóstico laboratorial das gastroenterites bacterianas é 
realizado por meio da coprocultura. A falta de diagnósticos mais precisos tem se 
tornando inviável especialmente em ambulatório, devido ao elevado custo. No Brasil, 
tanto os laboratórios públicos e privados de microbiologia executam apenas a 
detecção de algumas bactérias como Shigella sp e Salmonella sp e raramente 
algumas infecções virais, não contemplando assim, a pesquisa de Escherichia coli 
diarriogênica, a qual é considerada frequentemente como o agente patogênico 
estreitamente ligado as formas endêmicas de diarreia infantil podendo representar 
aproximadamente 50% dos casos. Diante dessa condição que representa um 
problema de saúde pública, o presente estudo teve por objetivo iniciar a 
padronização da técnica de PCR Multiplex para detecção das cepas 
enteropatogênicas da Escherichia coli em um laboratório público de referência do 
Distrito Federal, uma vez que na Secretaria de Saúde do DF essas cepas não são 
identificadas. O estudo ainda se encontra em andamento para completa 
padronização e ensaios clínicos, que será capaz de identificar diferentes cepas 
patogênicas simultaneamente, tornando-se assim, uma ferramenta bastante útil para 
a investigação das gastroenterites no Distrito Federal. 
 
 








Acute gastroenteritis is one of the most common diseases in humans. Children  aged 
0 to 5 years are considered the public higher propensity to risk of morbidity and 
mortality in developing countries, including Brazil. This pathology has not only one 
causal agent, but rather several etiologic agents such as:  virus, bacteria and 
parasites. However, in most cases, when is done the laboratory diagnosis of bacterial 
gastroenteritis, it is done by Coproculture.The lack of more precise diagnosis has 
become unfeasible especially in ambulatory due to the high cost. In Brazil, both 
public and private laboratories of microbiology perform only the detection of some 
bacteria such as Shigella and Salmonella, and rarely some viral infections, not 
including therefore the research of  diarrheagenic Escherichia coli, which is often 
regarded as the pathogen closely linked to endemic forms of child diarrhea may 
represent approximately 50% of cases. Due this condition represents a public health 
problem, this study aimed to start standardization of Multiplex PCR for detection of 
enteropathogenic strains of Escherichia coli in a reference public laboratory of the 
Federal District, since the Federal District Department of Health these strains are not 
identified. The study is still in progress to complete standardization and clinical trials, 
to be able to identify different pathogenic strains simultaneously, thus becoming a 















A/E: attaching and effacing 
AggR: Gene localizado no plasmídeo de virulência de EAEC 
ATCC: American Type Culture Collection 
bfpA: Gene que codifica para proteína A do BFP em EPEC  
BFP: Fimbrias formadoras de feixes 
CH: Colite Hemorrágica 
CVD432: Plasmídio típico de E. coli enteroagregativa 
DEC: E.coli diarriogênica 
DNA : Ácido desoxirribonucleico 
dNTP: Desoxirribonucleotídeo Fosfatado 
E. coli : Escherichia coli 
eaeA : Gene que codifica a proteína intimina 
EAF: Fator de aderência de EPEC 
EAEC : E. coli enteroagregativa 
EHEC: E. coli enterohemorrágica 
EIEC : E. coli enteroinvasiva 
EPEC: E. coli enteropatogênica 




HIV / AIDS: Vírus da Imunodeficiência Humana 
Ial:  invasion antigen loci 
LACEN / DF: Laboratório Central de Saúde Pública do Distrito Federal 
lt : Gene que codifica enterotoxina termo-lábil 
mL: Mililitro 
mM: Milimolar 
OMS: Organização Mundial da Saúde 
pb: Pares de base 
PCR : Reação em cadeia da polimerase 
rpm: Rotações por minuto 
SHU: Síndrome Hemolítica- urêmica  
st:  Gene que codifica enterotoxina termo- estável 
stx: Gene que codifica para toxina shiga 
stx1: Toxina Shiga 1 
stx2 :Toxina Shiga 2 
Taq: Thermus aquaticus 
TM : Temperatura de anelamento 








LISTA DE FIGURAS  
 
Figura 1: Condições da PCR Multiplex......................................................................29 
 
Figura 2: Imagem invertida do gel de agarose 2% Indicando o perfil de amplicons de 
cepas controles de Escherichia coli . 1:  Marcador 100 bp DNA Ladder Promega®; 2: 
cepa controle de ETEC com os iniciadores lt e st; 3 e 4: cepas controle de EPEC 
com os iniciadores bfpA e eaeA; 5 e 6: cepas controle de EHEC com os iniciadores 
stx1 e stx2; 7: cepa controle de EIEC com o iniciador ial 8: cepa ATCC controle 

















LISTA DE TABELAS  
 
Tabela 1.  Cepas Controles.......................................................................................26 
Tabela 2. Genes e Iniciadores empregados para a realização da PCR 
Multiplex.....................................................................................................................27 






















1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 14 
1.1 - Gastroenterite Aguda: epidemiologia, etiologia e seus agravantes ................... 14 
1.2 - Escherichia coli ................................................................................................. 17 
1.3 - E. coli diarriogênica (enteropatogênicas) .......................................................... 18 
     1.3.1 - E.coli enteropatogênica (EPEC) ................................................................ 18 
     1.3.2 - E.coli enterohemorrágica (EHEC) ............................................................. 20 
     1.3.3 - E.coli enteroagregativa (EAEC) ................................................................ 21 
     1.3.4 - E.coli enteroinvasiva ( EIEC) ..................................................................... 22 
     1.3.5 - E.coli enterotoxigênica (ETEC) ................................................................. 23 
2. JUSTIFICATIVA .................................................................................................... 24 
3. OBJETIVOS  ......................................................................................................... 25 
3.1- Objetivos gerais ................................................................................................. 25 
3.2- Objetivos Específicos ......................................................................................... 25 
4. METODOLOGIA ................................................................................................... 26 
4.1- Considerações éticas ......................................................................................... 26 
4.2- Procedimentos da padronização ........................................................................ 26 
     4.2.1- Amostras (Cepas controles) ....................................................................... 26 
     4.2.2- Extração do DNA bacteriano ...................................................................... 27 
     4.2.3- Amplificação gênica por meio da PCR multiplex ........................................ 27 
     4.2.4- Condições da Eletroforese em gel de Agarose...........................................29 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO .................................................................... ........30 
6. CONCLUSÃO  ...................................................................................................... 35 
7. REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO  ...................................................................... 36 
8.ANEXO................................................................................................................... 41 





 A diarreia é a segunda principal causa de óbitos em crianças com idade 
inferior a cinco anos de idade, em todo o mundo. A situação é de extrema relevância 
a ponto de se observar que em média a cada cinco mortes de crianças uma está 
relacionada a diarreia. Estes dados chegam a aproximadamente 1,5 milhões de 
mortes a cada ano, um número maior de óbitos se forem comparados com a AIDS, 
malária e sarampo juntos (UNICEF/WHO, 2009). 
Entende-se por diarreia uma condição clínica caracterizada pela alteração da 
função gastrointestinal acompanhada pela perda excessiva de água bem como de 
eletrólitos nas fezes. Sendo assim, esse aumento na quantidade tanto de água 
quanto de eletrólitos geram fezes malformadas que interfere no equilíbrio entre a 
absorção e a secreção da mucosa intestinal diminuindo a consistência das fezes, 
tornando-as líquidas ou semilíquidas (LIMA & DIAS, 2010; BRASIL, 2009). 
A manifestação clínica da diarreia ocorre pelo aumento da frequência do 
número de evacuações com mais de três evacuações nas primeiras 24 horas, na 
presença ou ausência de febre, com ou sem vômitos. Geralmente a diarreia costuma 
durar por um período inferior a 7 dias, caso esse período se prolongue por mais 14 




1.1 Gastroenterite Aguda: epidemiologia, etiologia e seus agravantes 
 
 
A Diarreia é um sintoma comum da gastroenterite, sendo uma patologia 
comum na infância. Este público possui uma maior propensão de risco de morbidade 
e mortalidade nos países em desenvolvimento, incluindo o Brasil, no qual, segundo 
os indicadores de mortalidade, ocorreram 3.449 mortes relacionados à diarreia e à 
gastroenterite de etiologia infecciosa em 2011 (DE CARVALHO et al, 2014).  
A gastroenterite não possui apenas um agente causal, mas sim diversos 
agentes etiológicos, tais como: vírus, bactérias e parasitas. Os agentes bacterianos 
e parasitários, por exemplo, são mais predominantes nos países em 
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desenvolvimento do que os agentes virais. Além disto, bactérias costumam ser mais 
prevalentes durante os meses mais quentes do ano enquanto os vírus predominam 
principalmente nos meses mais frios (AMISANO et al, 2011; VARELLA et al, 2007; 
WGO, 2008). 
Alguns estudos evidenciam que a mortalidade por gastroenterite nos países 
desenvolvidos é relativamente baixa. Entretanto, a taxa de morbidade não é tão 
distinta do que se tem observado nos países em desenvolvimento (VARELA et al, 
2015). 
Para as gastroenterites de etiologia viral é importante destacar as famílias: 
Reoviridae (rotavírus), Caliciviridae (norovírus e sapovírus), Astroviridae (astrovírus) 
e Adenoviridae. O norovírus, membro da família Caliciviridae, é considerado o 
principal agente causador de surtos de gastroenterite aguda de origem não 
bacteriana em todo o mundo (MORILLO & TIMENETSKY, 2011). As noroviroses 
estão relacionadas aos surtos de origem alimentar, sendo a principal forma de 
transmissão fecal-oral (GEORGIADIS et al , 2010). No Brasil, o sistema de vigilância 
de diarreia aguda do Ministério da Saúde não inclui o diagnóstico de norovírus, pelo 
qual essa realidade não possibilita que haja uma avaliação a respeito do impacto 
gerado na saúde pública relacionada a esta enterovirose.  
Com relação as gastroenterites de etiologia bacteriana, foco deste estudo, 
possuem uma prevalência de cerca de 2 bilhões de casos/ano representando a 
segunda maior causa de morte em crianças com menos de 3 anos de idade. São 
exemplos desses agentes: as Escherichia coli diarriogênicas, Vibrium cholera, que 
ocorrem predominantemente em surtos epidêmicos, Campylobacter jejuni o qual 
costuma apresentar uma frequência de cerca  2 e 7 vezes mais elevado que do que 
Salmonella sp. e a Shigella sp., respectivamente (DE MOURA et al , 2012). 
  O quadro clínico gerado por este agente ocorre após um período de 
incubação de 1 a 7 dias, sendo caraterizada por diarreia líquida por vezes 
sanguinolenta e febre e vômitos podem não estar presentes. Já alguns sintomas 
podem ser indicativos para uma determinada etiologia, como por exemplo, febre 
elevada (>40ºC) em infecção por Shigella sp (LIMA & DIAS , 2010). 
   Na maioria das vezes a forma de transmissão  desses agentes se dá por meio 
da ingestão de alimentos e água contaminados como o consumo de carnes cruas, 
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mal cozidas, frutas não lavadas ou mal lavadas. Além disso, diversos fatores podem 
corroborar para o surgimento das infecções intestinais, dentre eles: práticas de 
higiene inadequada, idade, peso ao nascer, carências nutricionais, convívio em 
creches, falta de saneamento básico, estado imunológico, dentre outros (FIEDORUK 
et al, 2015). Contudo, as diarreias agudas também têm afetado as crianças e adultos  
que residem  em  regiões que possuem nível sanitário satisfatório (STRONI et al, 
2014). 
É importante ressaltar que embora essas infeções gastrointestinais sejam 
melhor evidenciadas em crianças, e que culminam em infecções graves e 
consequentemente em hospitalizações, há também um elevado número de  casos 
de infeções que são endêmicas na comunidade, assintomáticas ou que ainda 
apresentam  sintomas clínicos mais brandos, o que pode ser mais  evidente quando 
a origem da gastroenterite aguda se dá por parasitas, uma vez que a evolução do 
quadro do paciente ocorra por vezes de maneira mais lenta (CASTRO et al, 2015). 
 O diagnóstico laboratorial das gastroenterites bacterianas é realizado na 
maioria das vezes por meio da Coprocultura. Entretanto, diante dessa condição que 
representa um problema de saúde pública, se faz necessário o emprego de 
diagnósticos mais específicos. Essa falta de diagnósticos moleculares na prática 
clínica tem se tornando inviável especialmente em ambulatório, devido ao custo 
elevado. Por isso, a pesquisa das Escherichia coli  diarriogênica, que é considerado 
como o agente patogênico estreitamente ligado a formas endêmicas de diarreia 
infantil (BONKOUNGOU et al , 2013). 
O advento de metodologias moleculares na reação em cadeia da polimerase 
(PCR) tem proporcionado uma excelente ferramenta na detecção desses agentes 
patogênicos entéricos. Outro meio substancial é a utilização da PCR multiplex, pois 
como o nome sugere, é capaz de identificar diferentes cepas patogênicas 







1.2. Escherichia coli 
   
 
Esta bactéria é um bacilo gram-negativo, anaeróbio facultativo e pertence à 
Família Enterobactereacea que foi descrita em 1885 pelo alemão-austríaco 
chamado Theodor Escherich (DE MOURA et al, 2012 ; SANTOS et al, 2009). 
A E.coli é tida como o agente patogênico mais frequentemente relacionado 
com as formas endêmicas de diarreia aguda em crianças e está identificada em 
aproximadamente 50% dos casos (BONKOUNGOU et al, 2013). 
Sua classificação sorológica é dividida em sorogrupos e sorotipos, tendo 
como referência a composição antigênica pelo qual os antígenos O ou somáticos 
são para os sorogrupos e os antígenos flagelares ou H para os sorotipos. Existem 
ainda os antígenos K ou capsulares, que são relevantes na patogênese. Essa 
classificação (O: H: K) foi estabelecido por Kauffmann no ano de 1947 e contribuiu 
para a correta   identificação de diferentes cepas de E. coli (BERTÃO & SARIDAKIS, 
2007).  
Este bacilo integra a microbiota normal do intestino do homem e outras 
espécies de mamíferos e aves. É considerada uma bactéria comensal, de forma que 
coexista em um equilíbrio, no entanto, quando ocorre uma quebra da homeostasia, a 
E.coli pode gerar prejuízo ao organismo humano, como por exemplo, em casos de 
hospedeiros imunocomprometidos. Ainda assim, nem todos as estirpes são 
inofensivas, podendo levar a formação diversos agravos e até mesmo óbito. Isso 
acontece justamente pela aquisição de atributos específicos de virulência que lhe 
permite obter uma maior capacidade de se adaptar a novos nichos e ampliar o seu 
potencial de patogenicidade. Esses atributos de virulência são rotineiramente 
codificados por elementos genéticos que possibilitam a mobilização de estirpes 
distintas afim de criar possíveis combinações de fatores de virulência, ou ainda, em 
elementos genéticos que podem ser móveis e se tornarem "fechados" no genoma 
(KAPER , NATARO & MOBLEY, 2004). 
Sendo assim, as cepas de E.coli que possuem um potencial patogênico 
costumam ser agrupadas em estirpes causadoras de diarreias e estirpes extra-
intestinais, as quais são capazes de culminar em uma variedade de infecções no 
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homem, como: meningite, infeções do trato urinário e septicemia (KAPER , NATARO 
& MOBLEY, 2004) 
Já as cepas que são relacionadas às infecções intestinais, são atualmente 
conhecidas como E.coli diarriogênica ou ainda, E.coli enteropatogênicas, justamente 
por terem adquirido combinações bem-sucedidas de fatores de virulência que 
culminaram para transformação capazes de gerar patologias em indivíduos sadios. 
Dentre estas é possível citar: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enteroinvasiva 
(EIEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli 
enteroagregativa (EAEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC) (NEJMA et al, 
2014), sendo está última cepa de não enteresse nesse estudo, o que justifica a sua 
não descrição no decorrer do trabalho. 
 
1.3. E.coli diarriogênica (Enteropatogênicas) 
 
 
     1.3.1. E. coli enteropatogênica (EPEC) 
 
 A E. coli enteropatogênica foi o primeiro patótipo dentre as  E.coli   
diarriogênica a ser descrita. De modo que desde 1979 pesquisas e estudos 
permitiram um melhor entendimento da patogênese da EPEC, sendo até agora a E. 
coli patogênica de maior compreensão (KAPER, NATARO & MOBLEY, 2004). 
 A EPEC foi tida historicamente, como a mais importante cepa responsável 
por ocasionar diarreia infantil nos países em desenvolvimento (DE MOURA et al, 
2012).  
Em um Simpósio Internacional realizado em São Paulo em 1995, esta estirpe 
foi separada em dois grupos:  EPEC típica (tEPEC) e EPEC atípica (aEPEC) pelo 
qual ficou definido que:  
 
“EPEC são Escherichia coli diarreiogênicas que produzem uma lesão 
histopatológica característica conhecida como attaching and effacing (A/E) 
nas células intestinais e que não produzem Shiga, Shiga-like, ou 
verotoxinas. EPEC típica de origem humana possui um plasmídeo de 
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virulência conhecido como EAF (EPEC adherence factor) que codifica 
aderência localizada em cultura de células epiteliais mediada pelo Bundle 
Forming Pilus (BFP), enquanto que EPEC atípica não possui esse 
plasmídeo’’ (SILVA &  SILVA, 2005). 
 
A EPEC atípica tem predominado nos países industrializados, enquanto que 
os EPEC típica têm sido isolados com uma maior frequência nos países em 
desenvolvimento (AMISANO et al, 2011). Casos de diarreia aguda infantil já foram 
isolados envolvendo as cepas EPEC atípicas no Brasil. Um estudo feito no Uruguai, 
também obteve essa categoria como a principal enteropatógeno isolado (AMISANO, 
et al, 2011). 
A Organização Mundial de Saúde (OMS) chegou a reconhecer doze 
sorogrupos O. Sendo os seguintes sorotipos de EPEC mais rotineiramente 
encontrados: O55:H6, O86:H34, O111:H2, O114:H2, O119:H6, O127:H6, O142:H6, 
O142:H34 que representam as (EPEC típicas) e O26:H11, O55:H7, O55:H34, 
O86:H8, O111ac:H8, O111:H9, O111:H25, O119:H2, O125ac:H6, O128:H2  
representando as EPEC atípicas (SILVA & SILVA, 2005; JAFARI, ASLANI & 
BOUZARI, 2012).  
           Os quadros diarreicos gerados pela E. coli enteropatogênica costumam, de 
maneira geral, ser mais severos do que os ocasionados pelas demais cepas 
diarriogênicas, com prevalência de óbitos maior que 30% que podem estar 
intrinsicamente correlacionados com carências nutricionais (SILVA & SILVA, 2005). 
Isto pode justificar porque as infecções por EPEC estão estritamente associadas as 
crianças com menos de  2 anos de idade (AMISANO et al, 2011; BARLETTA et al, 
2011). Os principais sintomas clínicos dessa patologia incluem diarreia aquosa 
seguida de febre, mal-estar e vômitos. Já foi observado que algumas crianças 
apresentaram diarreia sanguinolenta, esses casos ainda não estão bem 
esclarecidos, muito embora já se detectou a presença de elementos inflamatórios 
nas fezes de crianças, tais como leucócitos, que vem sendo utilizado como um 
indicador de diarreia inflamatória (MERCADO  et al, 2013). 
Também foi observado que as crianças que não receberam o leite materno 
possuem uma carga bacteriana maior em relação àquelas que mamam. No entanto, 
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mesmo o leite materno sendo considerado um fator de proteção, não impede o 
aparecimento de sintomas (BARLETTA et al, 2011). 
           A sintomatologia diarriogênica desta cepa é ocasionada por uma proteína 
denominada intimina (eaeA) de membrana externa que é responsável pelo íntimo 
contato da bactéria com o enterócito que irá lisar a célula uma vez que esta proteína 




  1.3.2. E. coli enterohemorrágica (EHEC) 
 
A Escherichia coli O157:H7 é o sorotipo de E. coli que pertence ao grupo 
EHEC que tem melhor representando a categoria de agentes patogênicos 
emergentes (PAULA, CASARIN & TONDO, 2014). 
 Anteriormente o principal reservatório era o trato gastrointestinal de bovinos, 
uma vez que estes são capazes de secretar o patógeno em suas fezes, levando a 
contaminação do ambiente, alimentos e água. Infecções em humanos foram 
detectadas em surtos alimentares em 1982, nos Estados Unidos, quando essa cepa 
ocasionou quadros diarreicos sanguinolentos que envolveu cerca de  47 indivíduos 
após  terem feito a  ingestão de sanduíches contendo hambúrgueres  de carne 
bovina. 
    Entretanto, a EHEC só ganhou uma notoriedade, em 1992, quando 
acometeu mais de 700 indivíduos em um surto de colite hemorrágica que provocou o 
óbito de quatro crianças em uma  lanchonete de uma grande rede conhecida de fast-
food nos Estados Unidos (PAULA, CASARIN & TONDO, 2014; MITTELSTAEDT & 
CARVALHO,  2006). 
No Brasil a descrição inicial da E. coli O157:H7 foi feita pelo Instituto Adolfo 
Lutz, por meio de uma amostra de água em uma chácara em São Paulo,  sendo que 
até então não havia relação de patologias em humanos. Contudo, em 1990, neste 
mesmo Instituto foi realizado o isolamento dessa cepa em pacientes com  HIV/AIDS  
e mais alguns anos depois a bactéria foi isolada nas fezes diarreicas sanguinolentas 
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de crianças e de um adulto com um quadro severo de diarreia (MITTELSTAEDT & 
CARVALHO,  2006) 
O fator primordial de virulência nesta cepa, que tem sido o desencadeador 
pelas graves consequências é a produção da toxina Shiga (stx) a qual se divide em 
duas classes principais de toxinas: a stx1 e a stx2 (TYLER et al, 2013; OH et al, 
2014). Esta toxina não é responsável apenas por gerar danos ao epitélio, mas 
segundo dados epidemiológicos sugerem que a stx2 é considerada a toxina mais 
importante no desenvolvimento de síndrome hemolítico-urêmica (SHU), sendo 
responsável por cerca de 80% dos casos. Nesta síndrome, o indivíduo apresenta 
fezes diarreicas sanguinolentas, anemia hemolítica e falha renal aguda, que pode 
ser o gatilho para o desenvolvimento de insuficiência renal grave (PAULA, CASARIN 
& TONDO, 2014; OH et al, 2014; SOLEIMANI et al, 2012). 
 Além disso, a EHEC pode levar a colite hemorrágica (CH), que tem sido 
considerada como uma das consequências menos grave, pela qual o paciente sente 
dores abdominais severas, acompanhada de diarreia aguda que perdura num 
período de incubação de aproximadamente 3 a 4 dias. Além disso, pode causar 
trombocitopenia trombótica púrpura (TTP) que afeta o sistema nervoso central e este 
quadro pode ser distinto da SHU, mesmo que ambas as síndromes apresentem 
características clínica e patológica muito semelhantes (PAULA, CASARIN & 
TONDO, 2014). 
 
        1.3.3. E. coli enteroagregativa (EAEC) 
 
Dentre as cepas diarriogênicas, a Escherichia coli enteroagregativa foi a mais 
recente a ser identificada. Após a ETEC, esta é também considerada a segunda 
causa mas comum de diarreia do viajante, tanto nos países desenvolvidos como em 
desenvolvimento (JAFARI, ASLANI & BOUZARI, 2012).  Os quadros de diarreia 
ocasionados pela EAEC costuma ser aquosa, podendo ser sanguinolenta e 
apresentar muco (DE PAULA, CASARIN & TONDO, 2014; KAPER, NATARO & 
MOBLEY, 2004).  
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A ausência de modelos experimentais juntamente com a heterogeneidade 
apresentada pelos fatores de virulência tem sido responsável pela escassez de 
diversas informações mais detalhadas, tais como: dados epidemiológicos, formas de 
transmissão, bem como os mecanismos de patogenicidade. O que se acredita é que 
a colonização da mucosa intestinal, principalmente do cólon e a formação de 
biofilme mucoide acompanhada pela secreção de várias toxinas, sejam elas 
enterotoxinas e citotoxinas, bem como a inflamação das mucosas sejam os meios 
pelos quais esta cepa desencadeia a patogênese (JAFARI, ASLANI & BOUZARI, 
2012).   
 No Brasil, este sorogrupo, tem sido identificado, como o principal agente 
etiológico de diarreia em crianças com idade inferior a 5 anos de idade. Os distúrbios 
gastrintestinais ocacionados pela EAEC envolve um processo complexo de  
interação entre o hospedeiro e o patógeno, incluindo também os seguintes fatores: a 
suscetibilidade genética do hospedeiro, a heterogeineidade dos fatores de virulência 
da EAEC bem como a carga bacterina presente na infecção (ANDRADE, 
HAAPALAINEN & NETO, 2011). 
 
         1.3.4. E. coli Enteroinvasiva (EIEC) 
 
  Esta estirpe é intrinsicamente relacionada com as questões bioquímicas, 
genéticas, bem como patogenicamente de uma outra bactéria, denominada Shigella 
spp.  
 A mucosa do cólon é o local ideal para desencadear uma infecção por ambas 
as bactérias, como por exemplo, uma colite inflamatória devido a invasão nos 
macrófagos e nas células epiteliais que resultam na maioria das vezes  em uma 
diarreia aquosa, podendo apresentar fezes  sanguinolentas e com presença de 
muco, nos casos de maior gravidade  (PAULA, CASARIN & TONDO, 2014; KAPER, 
NATARO & MOBLEY, 2004). 
  A aquisição do plasmídeo invasivo é responsável pela codificação  que dará   
habilidade para esta cepa  invadir  as células epiteliais intestinais  do hospedeiro. 
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Por fim, a produção de toxinas  acabam por colaborar com a atividade enterotóxica 
que transportam o  gene ial (JAFARI, ASLANI & BOUZARI, 2012). 
 
 
          1.3.5 E. coli enterotoxigênica (ETEC) 
 
Trata-se do enteropatógeno conhecido frequentemente por causar diarreia 
nas crianças em países pobres. Esta cepa também é responsável por gerar a 
diarreia do viajante, que costuma acometer os visitantes de países industrializados 
quando viajam para as áreas menos favorecidas, onde o tratamento de água, por 
exemplo, não é adequado. Estima-se que anualmente cerca de 700.000 óbitos 
ocorram em decorrência das gastroenterites ocasionadas pela ETEC. No Brasil, os 
casos envolvendo diarreia infantil pela ETEC correspondem cerca de 7 á 20% 
(MENEZES et al, 2003). 
O quadro clínico da diarreia do viajante costuma apresentar fezes líquidas, 
dor abdominal, febre baixa, náuseas e mal-estar. Geralmente esse quadro é auto-
limitado, não ultrapassando mais que 5 dias. Contudo, é preocupante, pois, com a 
intensa perda de eletrólitos pode levar a uma desidratação e desnutrição em 
crianças e idosos (VILCHEZ  et al, 2009). 
A ETEC é capaz de ocacionar essa patologia, por elaborar uma toxina 
denominada termo-lábil (lt ) e uma toxina denominada termo-estável (st) ou ambas 
conhecidas como toxinas (lt /st), que são responsáveis por desencadear a perda de 
fluidos no intestino (MENEZES et al, 2003). Os sorogrupos descritos mais comuns 
são: O6, O8, O15, O20, O25, O27, O63, O78, O80, O114, O115, O128ac, O148, 
O153, O159 e O167.   
O diagnóstico da infecção por ETEC se dá obrigatoriamente pela detecção de 








Apesar de ser observado um decréscimo nas taxas de mortalidade infantil, a 
diarreia ainda é tida como uma das principais causas da mortalidade em criança nos 
países em desenvolvimento devido ao fato de estar intrinsicamente correlacionada 
com inúmeros fatores como os de ordem nutricional, econômica e ambiental. Essa 
condição clínica continua ser considerada como um grave problema de saúde 
pública nesses países, dentre os quais se enquadra o Brasil.  
A Escherichia coli tem sido o agente etiológico mais rotineiramente envolvido 
com as formas endêmicas de diarreia infantil, podendo ser encontradas em 
aproximadamente 50% dos casos. 
O diagnóstico dessas cepas patogênicas de E.coli é dificultada, por diversas 
razões, dentre as quais se encontra o fato dessas bactérias não serem identificadas 
somente pelos parâmetros bioquímicos, tendo em vista, que as cepas diarriogênicas 
(DEC) costumam ser indistinguível das Escherichia coli comensais. Para tanto, para 
realizar essa diferenciação são necessários métodos mais específicos e precisos, 
tais como as técnicas moleculares, como a técnica cadeia da polimerase (PCR) e 
mais precisamente a PCR multiplex que tem se mostrado como uma excelente 
ferramenta, uma vez que, é permitido a identificação das distintas cepas patogênicas 
simultaneamente.  
Além disso, na Secretaria de Saúde do Distrito Federal as cepas de E. coli 
enteropatogênicas não são identificadas, então, a padronização da técnica de PCR 












3.1 . Objetivos Gerais 
 
Este estudo tem por finalidade iniciar a padronização da técnica de PCR 
multiplex para detecção das cepas de Escherichia coli enteropatogênicas em 
parceria ao Laboratório Central de Saúde Pública do Distrito Federal (LACEN/DF). 
 
3.2 .  Objetivos Específicos 
 
 Realizar a distinção das cepas de E. coli controle das diferentes estirpes das cepas 
diarriogênicas, que se dará por meio da amplificação do tamanho dos amplicons 
esperados. 
 Apontar a importância de se padronizar, bem como validar uma técnica molecular de 
PCR multiplex, para permitir a detecção dos genes de virulência da Escherichia coli 















4.1. Considerações éticas 
Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 
de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília com CAAE 
31843414.6.0000.0030 (Anexo I). 
 
4.2. Procedimentos da padronização 
 
       4.2.1. Amostras – Cepas Controle 
Foram empregadas um total de 7 (sete) cepas controle. Dentre estas 6 (seis) 
controles positivos de cepas diarriogênicas (DEC) de Escherichia coli e um controle 
negativo (cepa ATCC 25922), conforme listadas na Tabela 1. A cepa controle de  E. 
coli enteroagregativa (EAEC) foi gentilmente cedida pelo professor Alex Leite 
Pereira. As demais cepas controles foram obtidas através do banco de cepas 
controles positiva do LACEN/DF. Estas bactérias foram mantidas e isoladas em Agar 
Mueller Hinton. 
                 Tabela 1: Cepas Controles 
Cepas Controle 
E. coli enteropatogênica – EPEC (1) + 
E. coli enteropatogênica – EPEC (2) + 
E. coli Enteroinvasive – EIEC + 
E. coli enterohemorrágica – EHEC + 
E.coli enterotoxigênica – ETEC + 
E.coli O:157 – EHEC + 
E.coli ATCC 25922 - 




 4.2.2. Extração do DNA Bacteriano 
A Extração do DNA genômico se deu por meio da diluição de cerca de 2 a 3 
colônias de cada uma das cepas controles que foram inseridas com auxílio da alça 
bacteriológica em um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de água milliQ. A diluição foi 
realizada até atingir a turvação de 0,6 a 0,8 na escala McFarland. Ao término da 
diluição foi feita a transferência de 500 µl para um microtubo de 1,5 mL. Essas 
suspensões foram então aquecidas a 100ºC por 15 minutos sob agitação. Após 
agitação e aquecimento estas foram levadas ao freezer de modo a serem mantidas 
a - 20ºC por 5 minutos. Passados os 5 minutos, foram imediatamente centrifugadas 
á 12.000 rpm por 2 minutos.  200 µl do sobrenadante foram adicionados em um 
novo microtubo e armazenado à -20 ºC. 
 
 4.2.3. Amplificação Gênica por meio da Técnica de PCR multiplex   
A determinação dos genes lt, st, bfpA, eaeA, stx1, stx2 e ial se deu através do 
emprego da técnica de PCR multiplex de acordo com SAUCEDO et al (2003). Os 
genes, bem como os iniciadores e os tamanhos dos fragmentos por pares de base 
(pb) estão representados na Tabela 2. 
Tabela 2: Genes e Iniciadores empregados para a realização da PCR Multiplex 
(F) iniciador direto  (R) iniciador reverso. Adaptado de: SAUCEDO et al (2003). 
 




F: GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC 
R: CGG TCT CTA TAT TCC CTG TT 
450 
st 
F: ATT TTT CTT TCT GTA TTG TCT T 





F: AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC 
R: GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA 
324 
eaeA 
F: GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC 




F: CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT G 
R: AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC 
150 
stx 2 
F: GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC 




F: GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA 




Os iniciadores usados neste estudo foram adquiridos na IDT (Integrated DNA 
Technologies), sendo estes reconstituidos de acordo com fabricante. Todos foram 
diluidos para a concentração estoque de 100 µM e posteriormente foi realizado a 
diluição de cada primer para a concentração de 10 µM.   
A Tabela 3 representa os volumes utilizados para a reação que teve como 
volume final 25 μl. A concentração final de cada iniciador seguiu os padrões de 
SAUCEDO et al (2003). 
 
Tabela 3. Reagentes utilizados para amplificação das cepas controle  
Reagentes Estoque Volume 
Tampão Taq 5 x 2,5 μl 
dNTP 2,5 mM 2,0 μl 
MgCl2 50 mM 1,5 μl 
Iniciador (F) 10 SAUCEDO et al (2003) 
Iniciador (R) 10 SAUCEDO et al (2003) 
Taq DNA polimerase 5U/µL 0,25 μl 
DNA - 3,0 μl 
H2O - Completar até volume final 
Volume Final  25 μl 
(F) iniciador direto  (R) iniciador reverso  
 
Para a reação com a cepa ATCC 25922, foi empregado uma mistura de todos 
os iniciadores, pelo qual foi denominado de “sopão de primers”.  
Com a finalidade de se amplificar as cepas controles das E.coli 
enteropatogênicas, os tubos contendo cada reação foram inseridos no termociclador 
(Eppendorf Masterycler gradiente), respeitando as seguintes condições de PCR de 




            
            Desnaturação                 50°C (2 min, 1 ciclo) 
                                                          95°C (5 min, 1 ciclo) 
Desnaturação        95°C   
Anelamento            50°C             45 segundos       
Extensão                72°C 
                 
               Extensão Final           72°C (10 minutos) 
                                                                 4°C   ∞  
         Figura 1: Condições da PCR Multiplex 
 
 4.2.4. Condições da Eletroforese em Gel de Agarose 
  A detecção dos produtos da PCR multiplex foram observadas em gel de 
agarose a 2%. O tempo gasto na corrida do gel foi em torno de 45 minutos, 
empregando uma voltagem de 100 V. Foi utilizado o marcador de 100 pb (DNA 
Ladder Promega®). Em cada um dos poços foram aplicados 15µL da amostra (PCR), 
juntamente com o tampão de corrida. Para a corrida de eletroforese foi utilizado o 
Tampão TBE (Tris/Borato/EDTA) na concentração de 1X.  
Após a corrida, o gel foi para o banho de brometo de etídeo por 
aproximadamente 40 minutos, para posterior visualização em luz ultravioleta (UV) 
com o auxílio do Fotodocumentador (Gel Logic 200 Imaging System). 
   
    
 
    
 
 40 Ciclos 
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5.0. RESULTADO E DISCUSSÃO 
 
Foram utilizadas seis cepas controles positivas, conforme já citado na Tabela 
1 e foram realizadas PCRs para cada cepa individualmente. Foi realizado PCR 
multiplex para a cepa ATCC controle negativo bem como para o mix de DNA com 











Figura 2: Imagem invertida do gel de agarose 2% Indicando o perfil de amplicons de cepas 
controles de Escherichia coli . 1:  Marcador 100 bp DNA Ladder Promega®; 2: cepa controle 
de ETEC com os iniciadores lt e st; 3 e 4: cepas controle de EPEC com os iniciadores bfpA 
e eaeA; 5 e 6: cepas controle de EHEC com os iniciadores stx1 e stx2; 7: cepa controle de 
EIEC com o iniciador ial 8: cepa ATCC controle negativo; 9: multiplex PCR 
 
Ao analisar os dois iniciadores (lt e st) na PCR multiplex para a cepa controle 
de ETEC foi possível observar a amplicação do gene lt que corresponde a 450 pares 
de base (pb), todavia, não houve a amplificação do gene st. Duas hipóteses podem 
ser levantadas: 1) ou a cepa testada não possui o gene em questão; 2) ou pode não 
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ter havido o anelamento adequado dos pares de iniciadores pela grande diferença 
entre as temperaturas de anelamento dos iniciadores direto (46oC) e reverso (59oC).  
A questão das temperaturas de anelamento (TMs) esbarra na condição de 
que cada iniciador possui uma TM específica e, neste caso, testes subsequentes 
como gradiente de temperatura serão realizados na tentativa de padronizar esta 
reação. 
Com relação a cepa controle EPEC foi realizado a PCR multiplex com os 
pares de iniciadores bfpA e eaeA. Duas cepas diferentes foram testadas esperando 
amplicons de 324 e 384 pb respectivamente.  
É possível observar, na segunda cepa representada no poço 4 na mesma 
figura 2, as bandas correspondentes a 324 e 384 pb. Contudo, a reação referente ao 
gene bfpA poderá ser otimizada, aumentando a concentração dos pares de 
iniciadores na reação final. A cepa controle de EPEC representada no poço 3 não 
possuía o gene bfpA. 
Para as cepas de E. coli enterehemorrágica foram testadas as cepas de 
STEC e O:157. É possível observar a amplificação dos genes stx1 e stx 2 com 150 e 
255pb respectivamente, e como esperado, a cepa O:157 amplificou apenas o gene 
stx2.  
Já para a cepa EIEC foram testados os iniciadores para a amplificação do 
gene ial que correspondeu a 650pb conforme o amplicon esperado. 
A respeito do controle negativo no qual foi utilizada a cepa ATCC 25922 não 
houve a amplificação dos genes estudados na PCR multiplex, utilizando o mix de 
iniciadores (“sopão de primers”). 
No poço 9 foi realizada a reação de PCR multiplex utilizando o mix de 
iniciadores bem como dos DNAs das cepas estudadas, todavia, houve amplificações 
de bandas inespecíficas, evidenciando a necessidade da padronização para o 
multiplex PCR utilizando 14 iniciadores na mesma reação.  
A padronização segue com o ajustamento de algumas temperaturas de 
anelamento dos iniciadores, bem como com as concentrações finais dos mesmos na 
reação final (mix) e também a concentração final do mix de DNA. 
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 Vale ressaltar que este estudo buscou desenvolver a padronização apenas as 
cepas enteropatogênicas enteroinvasivas, não contemplando, portanto, as 
enteroagregativas como a EAEC. Futuramente esta cepa será inserida na PCR 
multiplex haja vista que a reação de PCR realizada isoladamente com os iniciadores 
para o genes (evd e AggR) obteve o amplicom esperado (dados não mostrados). 
 Assim, é evidente a necessidade de se realizar mais testes, bem como buscar 
superar algumas limitações que ocorreram durante o estudo. Apesar de ser clara a 
necessidade da padronização das cepas diarriogênicas, a padronização pelo 
método molecular de PCR multiplex é bastante complexo, pois, pode ser dificultada 
por diversos interferentes como a possível presença de  amplificações inespecíficas, 
evidenciando assim, a papel fundamental de se otimizar a sensibilidade bem como a 
especificidade para que de fato venha a ser utilizado no diagnóstico laboratorial 
como padrão ouro (OH et al , 2014). 
A necessidade da padronização para identificar estas cepas pela técnica de 
PCR multiplex no Distrito Federal possui implicação significativa na saúde pública, 
pois, como já mencionado anteriormente, as cepas de Escherichia coli diarriogênicas 
têm sido mais rotineiramente observadas com as formas endêmicas de diarreia 
infantil (BONKOUNGOU et al, 2013). Ou seja, trata-se de um estudo de suma 
importância, visto que, o isolamento destas cepas tem sido subestimado.  
Essa subestimação é dada em decorrência da dificuldade encontrada de se 
realizar o diagnóstico, tendo em vista a necessidade de métodos e testes mais 
precisos e específicos, que não tem sido empregado na prática clínica (DA COSTA 
et al, 2010). 
 O diagnóstico das gastroenterites ocasionadas por estas cepas 
enteropatogênicas acaba por se tornar problemática devido a inúmeros pontos 
críticos envolvidos, tais como: as semelhanças da sintomatologia que podem ser, 
portanto, confundidas com outras síndromes, entre elas a patologia causada pela 
Shigella sp;  além de serem muitas vezes indistinguíveis das cepas de E. coli não 
patogênicas, isto é, as ditas comensais (SUMBANA et al , 2015). 
Sendo assim, fica evidente a tamanha importância de se identificar, bem 
como diferenciar essas estirpes enteropatogênicas dos não causadores de 
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patologias no homem, uma vez que cada uma destas cepas possuem um 
mecanismo para desencadear quadros clínicos distintos. 
Outro ganho nesta identificação/diferenciação é a possibilidade de se traçar 
um perfil de prevalência destas cepas em cada região administrativa do Distrito 
Federal, de forma que esse conhecimento de prevalência contribui para melhor 
elucidar a origem e as causas de um surto ou até mesmo casos mais esporádicos.  
Também fica evidenciado que muitos casos de patologias que acometem o 
trato gastrointestinal acabam não sendo diagnosticados justamente pela carência da 
solicitação médica da Coprocultura, tendo em vista que esta solicitação não é de 
praxe na rotina clínica. Esse procedimento, não executado pelo corpo clínico, parece 
ser justificado muitas vezes pelo paciente apresentar manifestações clínicas 
brandas, que costumam ser auto-limitadas, as quais também podem ser somadas 
com a não procura de assistência médica, ou ainda, podem ser explicadas pela 
sobrecarga na saúde pública que tem dificultado o emprego dos recursos médicos e 
laboratoriais disponíveis. Tais fatos podem corroborar para a não realização ou 
ainda limitadas solicitações de Coprocultura nos hospitais e laboratórios do Distrito 
Federal  
Contudo, apenas os métodos de diagnóstico convencionais por si só não são 
suficientes e capazes de identificar as principais  categorias  desses patógenos 
entéricos, pois apresentarem  tanto  a sensibilidade quanto a  especificidade 
limitadas. Por isso, se tem optado  pelo desenvolvimento de sistemas que  permitam 
a identificação desses estirpes através da caraterização de genes específicos de 
virulência, por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) (TOBIAS & 
VUTUCURU, 2012 ;  TOBIAS et al, 2015 ;  WANG et al , 2014) 
Então, um dos métodos que tem sido amplamente utilizada como um método 
de diagnóstico é a PCR multiplex, pois além identificar as distintas cepas 
patogênicas simultaneamente,  torna-se uma ferramenta bastante útil tanto para se 
conhecer e identificar a sinergia entre agentes etiológicos diferentes, além de poder 
revelar possíveis co-infeçções (WANG et al , 2014). 
Contudo, apesar de todo esse avanço na detecção dos  enteropatógenos, por  
meio do emprego da PCR , esta ainda,  é tipicamente limitada aos laboratórios de da 
Secretaria de Saúde do Distrito Federal tanto pela questão do elevado custo como 
34 
 
também pela subnotificação de surtos e epidemias causados por Escherichia coli, 
diferentemente do que ocorreu na Alemanha em 2011, em que apresentou mais de 
3.500 casos e com 45 casos de óbito relatados (TOBIAS et al, 2015). 
Diante de tudo o que foi explanado, se torna clara e evidente a importância de 
se padronizar uma metodologia para fins de diagnósticos das DECs, uma vez que a 
E. coli possuem  uma imensa capacidade de adquirir atributos específicos de 
virulência,  o que lhe permite  causar um amplo espectro de patologias. 
Além do agravante de no Brasil haver pouquíssimos dados oficiais disponíveis 
a respeito da prevalência de doenças infecciosas intestinais em crianças causadas 
por E. coli (CASTRO et al, 2015), o que seria se extrema contribuição para se 
desenvolver estratégias de prevenção eficazes, tido a exemplo dos dados 
publicados no ano de 2009, pelo Ministério da Saúde do Brasil, que relata a 
correspondência de  3,1% das mortes em crianças na faixa etário inferior a 5 anos, 
sendo que a grande parcela destes óbitos ocorreram no Estado de Pernambuco, 



















A diarreia ainda é tida como a patologia que acomete tanto jovens, adultos e 
idosos, mas principalmente as crianças. Entretando, os estudos relatando casos de 
gastroenterites aguda em adultos são bastante escassos quando comparados com 
as gastroenterites infantis. O fato é que o diagnóstico tem sido dificultado em todo o 
mundo, seja nos países desenvolvimentos ou em desenvolvimento, uma vez que 
aas cepas, principalmente de Escherichia coli, não são rotineiramente investigados 
nos laboratórios clínicos. 
Diante desta problemática este estudo se encontra em andamento, afim de 
otimizar essa técnica principalmente para fins de diagnóstico, uma vez que na 
Secretaria de Saúde do Distrito Federal as cepas de E. coli enteropatogênicas não 
são identificadas. 
Com a padronização já concluída, serão realizados os testes clínicos,  afim de 
traçar um perfil epidemiológico que possibilite uma avaliação a respeito do impacto 
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